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水 稻 叶 绿 体 基 粒 缺 乏 突 变 
的 叶绿素 蛋白 质 复 合体 分 析 
HOR 


(中 国 科学 院 昆明 植物 研究 毛 ) 


我 们 曾 报道 一 个 细胞 核 隐 人 性 基因 控制 的 黄 绿色 水 稻 突 变 体 [33。 其 叶片 的 叶绿素 含 
量 仅 为 正常 品种 叶片 的 113，Chla: Chlb 比值 很 高 ， 叶 绿 体 缺 乏 基 粒 ， 即 基 粒 数 和 每 一 
基 粒 的 片 层 数 均 很 少 ， 但 以 叶绿素 量 为 基数 的 光合 活性 较 高 5(42。 为 了 认识 色素 含量 、 
基 粒 结构 和 光合 功能 之 间 相 互 关 系 ， 对 正常 品种 和 突变 体 叶绿体 膜 的 叶绿素 蛋白 质 复合 
体 作 了 比较 分 析 。 结 果 表 明 ， 突 变 体 缺乏 24KD 的 捕 光 叶绿素 a/b 蛋 白质 复合 体 ， 但 富有 
28KD 的 叶绿素 a 蛋白 质 复合 体 CPa。 从 试验 结果 推论 , MSR JE AUR Be Aa EM BR 
ab 蛋白 质 复合 体 的 含量 有 正 的 相关 ， JRA AM RR 2 蛋白 质 复 合体 CPas 
基 粒 缺乏 突变 体 在 较 高 光照 强度 下 以 叶绿素 量 为 基数 显示 较 高 的 光合 活性 是 由 于 叶绿体 
中 光 系 统 卫 反应 中 心 的 相对 含量 较 高 。 本 文 还 对 各 时 绿 素 蛋 白质 复合 体 在 分 离 条 件 下 的 
稳定 性 作 了 比较 观察 。 


材 料 与 方法 


1. 材 料 ” 供 试验 材料 均 为 在 温室 中 由 种 子 长 成 的 稻 菌 ， 4 一 6 时 期 ， 取 新 鲜 时 片 作 
分 析 。 突 变 体 HY 101 是 本 实验 室 繁殖 的 第 6 代 种 ， 该 突变 体 是 由 化 学 诱 变 产生 的 稳定 
变种 33。 对 照 为 正常 水 稻 品 种 8126。 二 者 同时 播种 并 生长 在 同等 肥力 下 。 

2. 叶 绿 体 腊 和 叶绿素 蛋白 质 复合 物 的 制备 ”参照 Markwell(1978) WROD, 58 
鲜 叶 前 成 碎 块 、 加 50m1l 提 取 缓 冲 液 ， 其 成 分 是 0.4M 山 梨 糖 、0.1M 三 ( 羟 甲 基 ) AEE 
氨 酸 (Tricine), 0.1mM NaCl, pH7.0。 在 4"C 用 高 速 组 织 的 碎 机 勾 浆 2 分钟， 过 6 
层 纱布 ,再 经 10000 x g 冷冻 离心 10 分 钟 。 沉 淀 悬 于 20m1 含 有 1mM EDTA 50mM Tris, 
pH8.0 的 溶液 中 ，12000 x g 离心 10 分 钟 。 沉 淀 再 悬 于 10m 上 述 成 分 溶液 ， 取 样 测定 叶 
绿 素 量 。 RA 20000 x & 离心 15 分 钟 所 得 绿色 沉淀 即 为 叶绿体 膜 。 根 据 所 测 的 叶绿素 
量 ， 加 一 定量 含有 SDS 1%, 6.2mM Tris, 48mM 甘氨酸 ，pH8.0 的 增 溶 溶液 ,使 5?DS: 
Chl=10:1 (W/W), #6 4°C4%, 436000 8 离心 10 分 钟 ， 上 层 即 为 叶绿体 膜 的 3DS 
增 溶 溶 液 。 新 鲜 制 备 的 样品 即 加 于 凝 胶 柱 上 分 离 ， 样 品 在 室温 下 放置 不 超过 4 小 时 。 





本 文 于 1983 年 4 月 9 日 收 到 。 
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5. 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ”参照 Marrwell(1978) 方法 Q2， 略 加 修改 。 分 离 胶 的 成 分 
为 ， 丙 烯 酰胺 7.5%、bis 0.16%、 过 硫酸 铁 0.1% 、TEMED0.1%、SDS0.1%， 缓 冲 成 
分 为 12.4744 Tris 和 96mM 甘氨酸 ，pH8.5。 电 极 缓 冲 液 成 分 为 ，6.2mM Tris, 48mM 
HAR, SDS 0.,1%，pH8.0。 胶 柱 0.9 x 10cm， 每 管 加 SDS IMR OU], Haak 
电压 100V， 电 流 每 管 3mA。 电 泳 时 间 依 试验 要 求 而 定 。 电 泳 后 ， 胶 柱 立 即 用 岛 津 CS- 
910M RMF 675nm 波长 作 光 密 度 扫描 ， 并 由 微 处 理 机 根据 扫描 中 各 吸收 峰 面积 得 
出 各 叶绿素 蛋白 质 色 带 所 占 的 叶绿素 相对 含量 〈%) ， 以 此 作为 各 个 组 分 在 叶绿体 膜 中 
的 含量 。 此 外 ， 在 脱胶 后 切 下 各 色 带 胶 段 , 置 Specord UV-Vis 分 光 光 度 计 上 扫描 得 到 吸 
收 光谱 ， 该 仪器 所 绘 光谱 图 横 坐 标 是 波 数 线性 尺度 。 

胶 柱 还 用 考 马 氏 亮 兰 R250 染 色 以 显示 蛋白 质 带 ， 脱 色 后 于 595nm 波长 作 光 密 度 扫 
描 。 蛋 白质 带 的 分 子 量 估计 是 用 分 子 量 已 知 的 蛋白 质 作 比较 ， 核 糖 核酸 酶 (13700), BK 
和 蛋白酶 (23300) 和 和 牛 血 清 蛋白 (67000) 。 这 些 蛋白 质 用 含 SDS 1%, 6.2mM Tris, 
48mM 甘氨酸 、pH8.0 的 溶液 溶解 ， 加 1 %% 芒 基 乙 醇 ， 于 沸水 浴 中 3 分 钟 ， 然 后 和 叶 绿 
体 腊 SDS 增 溶 溶 液 在 相同 条 件 下 同时 电泳 。 

4. 叶 绿 素 测定 按 Arnon (1949) 方法 83。 用 1.0x5.0cm 胶 柱 进行 电泳 ， 将 所 分 
离 的 各 色 带 胶 段 切 碎 ， 放 在 电泳 管 中 ， 下 端 盖 以 一 层 透析 膜 ， 置 于 与 原来 相同 条 件 下 于 
10*C 电 泳 ， 色 素 蛋 白 自 胶 柱 中 泳 动 至 透析 膜 上 浓缩 ， 吸 出 ， 使 转 成 80% 丙 酮 溶液 ， 按 
”Arnon 方 法 测定 并 计算 叶绿素 a 和 b 含量 。 





a 果 与 分 HT 


1. 凝 胶 电 泳 柱 的 色 带 组 分 “” 据 表 1 测定 结果 ， 突 变 体 叶 片 以 单位 鲜 重 计 的 叶绿素 合 
量 约 为 正常 叶片 的 113， Chl a/Chl b 比值 显著 比 正常 叶片 高 。 按 本 文 所 述 程 序 ， 从 突 
变 体 叶 片 制 备 叶绿体 膜 的 得 率 与 正常 叶片 相近 ， 因 此 从 突变 体 单位 鲜 重 叶片 所 制 得 的 叶 
绿 体 腊 要 少 得 多 ， 但 叶绿体 膜 及 其 SDS 增 溶 溶 液 的 Chl a/Chl b 比值 仍 表现 出 二 种 材料 
叶片 之 间 的 差异 。 


























表 1 水 称 正 常 品种 和 突变 体 叶片 、 叶 绿 体 膜 及 其 SDS 提 取 液 的 叶绿素 含量 的 比较 
叶 片 + 绿 体 R 3DS 一 担 kh 液 
材 料 Chl (a+b) CER a Chl (a+b) Chl a i ~ Chi (a+b) Chi a 
(mg/g) Chl b 《mg/g 鲜 时 ) Chl b (mg/m) Chl b 
ENRI OL o 2.90 094 7 2.85. m 0.71 2.98 l 
突 变 体 1.33 4,52 0.24 4.89 0.51 6.50 


用 电泳 分 离 方 法 ， 从 正常 水 稻 叶 绿 体 腊 S9DS 提 取 物 可 分 离 出 6 条 色 带 (图 1，1)。 
其 中 含量 大 的 三 条 。 迁 移 率 最 小 的 CP I RMA, 吸收 光谱 可 见 叶 绿 素 a 吸收 峰 ， 即 
短波 区 440nm， 长 波 区 676nm (图 2，1)， 未 见 含 Chl a, Æ Thornber (1975) 所 称 的 
Pro 叶绿素 a 蛋白 质 复合 物 C131。 含 量 最 大 的 CPI 一 3 带 呈 黄 绿色 ， 吸 收 光 谱 可 见 时 绿 
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Al 水稻 叶 绿 体 膜 叶绿素 蛋白 质 复合 体 凝 胶 电泳 柱 的 光 密度 扫描 
1. 正 常 品种 ; 2. 突 变 体 。 





2 ”水稻 叶 绿 体 膜 叶 绿 素 蛋 自 质 复合 体 CR 下，CP I ，CPa 的 吸收 光谱 
1. 电 泳 后 立即 测定 ， 右 上 角 为 长 波 区 ， 波 长 标 度 放大 一 倍 ; 2. 电 
瀛 后 于 20 必 放置 36 小 时 再 测定 。 
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素 a 和 b 的 吸收 峰 (图 2，1)，Chl a/Chl b 比值 为 1,1 一 1,3， 是 捕 光 叶绿素 a/b 和 蛋白 
质 复 合体 。 迁 移 率 最 大 的 色 带 FC 呈 绿 黄色 ， 
是 游离 叶绿素 带 。 在 CP I 与 CPI 一 3 之 间 有 
三 条 小 带 ， 其 中 CPI 一 1 和 CPI 一 2 二 条 呈 
黄 绿色 ， 一 般 认为 是 CPI 一 3 HERE. 另 
一 条 CPa 带 呈 兰 绿色 ， 吸 收 光 谱 仅 见 叶绿素 a 
吸收 峰 ， 得 波 区 440nm， 长 波 区 6701m, X5 
CPI 不 同 ， 该 带 迁 移 率 小 于 CPI 一 3， 这些 
与 Hayden 等 (1977)510 和 储 仲 稀 等 (1980) C159 
MIREN, K Anderson (1978)572 和 李 桐 
柱 等 (1980)52 3 所 报导 的 CPa 带 相同 。 

突变 体 的 凝 胶 电泳 柱 上 同样 分 离 出 与 上 述 
相对 应 的 6 条 色 带 (图 1，2) 。 与 正常 叶片 
不 同 之 处 在 于 CPa 带 很 显著 而 CPI 一 3 带 较 
小 。 此 外 ， 其 FC 带 比 较 大 ， 而 且 各 色 带 相对 
含量 因 试 验 条 件 而 变化 的 幅度 大 ， 其 原因 见 后 








节 所 述 。 

2. 凝 胶 电泳 柱 的 蛋白 质 带 ” 胶 柱 经 考 马 氏 图 3 水 舟 叶 绿 体 膜 DS 提取 物 凝 胶 电 泳 胶 柱 
az 一 X 的 蛋白 质 带 及 其 分 子 量 的 测定 ZAK 
兰 染色 显示 的 蛋白 质 带 见 图 3 ， 其 在 595nm Be PARROT HW: 1e W i MM, 
长 的 光 密 度 扫描 曲线 见 图 4 。 从 迁移 率 看 ， 蛋 13700; 2. 胰 蛋白 酶 ，23300; 3.45 aM 
白质 带 P1 与 色 带 CP I 重合 ， P2b 与 CPa 重 合 ， 清 蛋 白 ，67000。( 上 面 第 1 条 横 线 为 3) 


P2c 与 CPI 一 3 重合 ， 从 色 带 的 强 弱 看 ， 它 们 之 间 也 都 各 相对 应 。 因 此 ，P1 、P2b 和 
P2c 各 是 叶绿素 蛋白 质 复 合体 CE I 、CPa 和 CP I— 3 的 蛋白 质 成 分 。 蛋 白质 带 P3 迁 移 
率 小 于 FC 色 带 , 即 FC 带 无 相应 蛋白 质 带 。P2a 带 也 没有 与 色素 带 对 应 ， 该 带 数 量 大 , 相 
当 稳 定 。 当 将 叶绿体 膜 SDS 提 取 物 在 沸水 浴 中 2 分 钟 后 电泳 ， 结 果 是 P:、P2b 和 P2c 带 与 
ECPI, CPa 和 CPI 一 3 都 同样 消失 ， 但 P2a 带 仍 显 见 。 用 分 子 量 已 知 的 蛋白 质 同 
时 电 瀛 作对 比 进行 的 分 子 量 测定 结果 表明 ，P1 约 为 110KD，P2a 为 35KD、P2b 为 28KD， 
Poo 为 24KD， 这 与 许多 报导 的 结果 相近 51。 

从 图 4 可知， 突变 体 的 P2b 很 显著 而 P 2c 很 小 ， 与 正常 叶片 刚 相 反 。 

35, 叶绿素 蛋白 质 复合 体 的 稳定 性 ”如 图 2 结果 所 示 ， 经 电泳 分 离 的 胶 柱 在 20"C 放 置 
36 小 时 ， 色 带 CP I— 3 的 吸收 光谱 变化 甚 小 ， 而 CPa 和 CP I 都 发 生 显著 变化 ， 时 绿 
K a 在 短波 区 的 最 大 吸收 峰 由 440nm 移 向 420nm， 表明 时 绿 素 a 已 发 生变 性 。 显 然 ， 捕 
光 叶 绿 素 a/b 蛋白 质 复合 物 比 其 他 二 个 稳定 。 

稳定 性 的 差异 也 见于 电泳 过 程 中 各 组 分 的 含量 因 电 泳 条 件 不 同 所 发 生 的 变化 。 见 图 
5 ， 突 变 体 凝 胶 柱 的 光 密 度 扫 描 曲 线 因 电泳 时 间 不 同 C30’, 60’ 和 120’) 明显 变化 ， 
CPa 随 电泳 时 间 增 加 显著 减 小 ， 与 此 相应 ，FC 显 著 增 加 。 定 量 结果 见 表 2， 电 泳 30， 
CPa 组 分 的 时 绿 素 占 叶绿素 总 量 的 31%， FC 组 分 占 22%; 电泳 120’，CPa 降 为 4.6%， 
PC 增加 到 48.3%。 正 常 叶片 的 CPa 含量 很 小 ， 虽 然 该 组 分 随 电泳 过 程 减 小 ， 但 对 整个 
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光 密度 扫描 曲线 影响 小 ，FC 增 加 不 多 。 显 然 ，CPa 是 最 不 稳定 的 ， 一 经 分 离 ， 该 复合 体 
的 叶绿素 a 就 容易 与 蛋白 质 分 开 成 为 游离 状态 。 
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图 4 水稻 叶绿体 膜 DS 提 取 物 的 凝 胶 电 泳 柱 蛋白 质 染色 带 及 其 光 密 度 扫描 
LERH; 2 突变 体 。 人 参见 图 1 ， 蛋 白质 带 P1、P2b 和 了 P2c 在 泳 动 的 迁移 率 上 各 与 
CPI、CPa 和 CPI 一 3 相对 应 。 


表 2 水 稻 叶 绿 体 膜 SDS 增 溶 溶液 经 凝 胶 电 泳 分 离 的 各 色 带 的 叶绿素 相对 含量 〈%) 及 其 随 电 泳 条 件 的 变动 


一， 


FE fis Ab BA) 电泳 温度 ?2? Ha Ok BY fa] 52, 
材 料 组 分 
Ck 50° Thr 10° 40° 30’ 1207 
正常 品种 CPI 31.1 4.3 30.3 16.7 32.5 31.9 
CPI —~1i1, 2 4.0 0 2.5 0 1.6 1.0 
CPa 3.2 0 4.0 0 bs 0.8 
CP— 3 37.6 12.0 35.5 25.0 39.2 
FC 24.1 83.7 27.2 58.3 20.3 27.1 
Be AR 体 CPI 32.1 17.6 29.6 15.2 35.1 34.8 
CPĪ— 1,3 2.0 0 1.7 0 0.7 2.8 
CPa 8.7 0 30.0 0 31.0 4.6 
CPI —3 14.0 6.0 11.3 5.1 11.2 9.5 
FC 43.2 76.4 27.4 79.7 22.0 48.3 





注 : 1) dr Metal BA uh (CK) 和 经 50'C 工 小 时 处 理 ，22 和 电泳 90 分 钟 。 
2) 新 鲜 样 唱 ， 在 10 人 和 40 人 电泳 90 分 钟 。 
3) 新 鲜 样 曲 ， 在 22 和 他 电泳 30 分 钟 和 120 分 钟 。 
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5 “水稻 正常 品种 和 突变 体 叶绿体 膜 SDS 提取 物 电 泳 不 同时 间 的 凝 胶 柱 的 光 密 度 扫 描 
电泳 时 间 : 1.30 分 ; 2.60 分 ; 3.120 分 。 
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图 6 水 稳 正 常 品种 和 突变 体 叶绿体 膜 SDS 提取 物 在 不 同 温度 下 岂 泳 的 凝 胶 柱 的 光 密度 扫描 
1, 电 泳 温度 10C; 2. 电 泳 温度 40C; 3 样品 先 在 50 好 处 理 1 小 时 后 于 10 好 电泳 。 


温度 对 各 叶绿素 蛋白 质 组 分 稳定 性 影响 见 表 2 和 图 6 试验 结果 。 电 泳 90 分 钟 ， 突 变 
体 CPa 中 叶绿素 占 总 量 的 百分数 ， 在 电泳 温度 12°C 为 30%， 在 22°C 为 8.7%， 在 40°C 则 
为 0。 叶 绿 体 膜 SDS 提取 物 在 50°C 处 理 1 小 时 ，CPa 完 全 分 解 ，CP 1 和 CPI 一 3 不 是 
这 样 。 以 上 结果 说 明 ， 只 有 温和 地 制备 和 保存 光合 膜 SDS 增 溶 溶液 ， 并 在 较 低 温度 下 进 
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行 较 得 时 间 电 泳 分 离 ， 才 能 较 好 地 估计 CPa 组 分 的 相对 含量 ， 而 一 般 总 是 估计 偏 低 。 


讨 R 


近年 来 由 于 叶绿体 膜 制备 方法 、SDS 增 溶 条 件 和 凝 胶 电泳 技术 的 改进 ， 从 叶绿体 膜 
已 能 分 离 出 6 一 8 条 叶绿素 蛋白 质 带 5235531731510。 多 数 带 被 鉴定 为 CP 工 和 CPI 的 不 
同 寡 聚 体形 式 。 值 得 注意 的 是 CPa， 已 证 明 它 包含 光 系 统 工 的 反应 中 心 。 本 试验 结果 有 
助 于 泪 清 有 关 叶 绿 素 蛋白 质 复合 体 报导 中 某 些 费解 的 现象 。Kung 与 Thornber(1971)511 
观察 到 电泳 过 程 中 CPI 组 分 的 Chl a/Chl b 比值 下 降 。 一 些 作 者 测定 电泳 分 离 的 
CP f Pchli a/chl b 比 值 往往 显著 大 于 1 032。 我 们 用 产 基 础 灰 石 分 离 黄 绿色 水 稻 突 变 体 
叶绿体 膜 SDS 提 取 物 时 ， 由 0.4M 磷酸 缓冲 液 所 洗 脱 的 CP 工 组 分 叶绿素 a 与 b 比值 大 于 
354]。Anderson 与 Levine(1974)563 认 为 小 麦 上 时 绿 体 膜 有 二 条 蛋白 质 带 PTIb 和 PE 与 捕 
光 Chl ajb 蛋白 质 复合 体 相 对 应 。Camm 等 (1890) 194 CPI 组 分 分 离 出 27KD 和 29 
KD 二 个 蛋白 质 结构 不 同 的 组 分 ， 前 者 Chl a/Chl pb 比值 近 于 1， 后 者 则 远大 于 1 。 以 上 
试验 观察 中 出 现 的 疑问 和 现象 可 以 解释 为 分 离 的 CPI 组 分 中 含有 CPa， 而 CPa 又 易于 分 
解 ， 正 常 的 绿色 植物 材料 ， 尤 其 是 阴 生 植物 ， 基 粒 发 达 ，CPa 含量 较 低 ， 在 电泳 分 离 过 
程 又 易于 分 解 ， 而 且 其 电泳 迁移 率 很 接近 CPI 一 3， 这样 就 较 难 将 CPa 与 含量 最 大 的 捕 
光 叶 绿 素 alb 蛋白 质 复 合体 分 开 。 基 粒 缺 乏 突变 体 则 是 分 离 制备 CPa 的 良好 材料 。 

有 不 少 试验 结果 已 表明 ， 叶 绿 体 的 基 粒 容量 和 捕 光 叶绿素 a/b 蛋白 质 复 合体 的 含量 
有 正 相 关 。 一 般 认 为 ， 该 组 分 是 引起 膜 埃 亚 的 主要 因素 51)， CAREER, 缺乏 
基 粒 的 水 稻 突 变 体 叶 绿 体 膜 中 缺乏 捕 光 叶绿素 a/b 蛋白 质 复合 体 , 这 与 上 述 观点 一 致 。 本 
试验 结果 中 ， CP I 的 相对 含量 在 突变 体 和 正常 品种 的 光合 膜 中 比较 接近 (30 一 35%)， 
而 CPa 则 不 同 ， 在 正常 叶绿体 膜 中 含量 很 低 ( 4 %), 在 基 粒 缺乏 突变 体 中 却 很 高 (30%)， 
这 说 明 ，CPa 主要 组 装 在 非 埃 琶 膜 中 。 在 较 高 的 光照 条 件 下 ， 以 叶绿素 量 为 基数 ， 基 粒 
缺乏 突变 体 叶 片 有 比 正常 叶片 高 的 二 氧化 碳 同化 速率 ， 其 叶绿体 悬 液 有 较 高 的 光 还 原 活 
性 543， 这 可 以 解释 为 突变 体 的 叶绿体 膜 中 有 较 高 含量 的 光 系 统 工 反应 中 心 。 
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CHLOROPHYLL-PROTEIN COMPLEXES OF THE THYLAKOID 
MEMBRANES FROM A GRANA DEFICIENT MUTANT OF RICE 


Hu Zhong 
(Kunming Institute of Botany, Academia Sinica) 


Abstract 


The comparative analysis of chl-protcin complexes of the thylakoid memb- 
ranes from a grana-deficient mutant and the wild varicty of rice was made by 
using a modified procedure of electrophoretic fractionation (Markwell et al, 
1978) and quantitative photodensitometric scanning, Six green bands were chara- 
cterized: CP-[, a light-harvesting chl a/b protein complex CP-~I-3(M. W. 
of apoprotein 24 kD) and two minor oligomers of it, a chl a-protcin complex 
CPa (M. W. 28 kD), and FC. It was fonnd that on the basis of the relative 
content of chl in various bands, the amount of CP- J is close in the membranes 
of wild and mutant (30—35%).However, the membranes of mutant is deficient 
in CP- 1-3 (10—14%) but rich in CPa (30—35%), comparcd to wild variety 
(35—40% and 4% respectively) 。 The CPa is most unstable of them. Most of 
chl of CPa was found to be dissociated during the PAGE with prolonging the 
duration and the increase of temperature of electrophoresis, Thus these conditi- 
ons are critical for correct estimation of CPa. It was thought that the 24 kD 
light- harvesting chl a/b-protein complex is assembled in the stacked lamellaes 
but the content of 28 kD chl a-protein containing the reaction centre of PS- 工 


is much higher in the uustacked lamellaes than in stacked lamellacs 


